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AB High yields of proteins and amino acids were obtained in a fermn. process 

using l of 9 strains of Azotobacter in the presence of an elec. field. 

In 

an example using A. vinelandii (strain 382 DSM) with sucrose as a 
C-source, the application of sinusoidal waves (5 V, 7 mA, and 20 Hz) 
increased the total amino acid prodn. 258% relative to that when the 

elec. 

field was not applied. 



=> 




i 



MIMISrtWO DE IMDOSnUA Y ENERGU 

• Ichiro d« lo PropWod Indintriol 



0 ES 




MUMSXO 



©A1 



28 de NovIembre.de»l978 




PATENTE DE 1NVENC10N o****-3^JS»-. 



ESPAflA 



yrttMA PC 



© 



Q PATCMTK OC LA OUt I 



"Metodo de obhsncl6n de prorelnas y amlnoacldos esenciales para la aHmentacl&n, por 
tratamiento eleclronlco de mlcroorganltmos fljadorei de N 2 " 
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MEMOR1A DESCRiPTIVA 

Muchas naclones subdesanrolladas no poeden tener un mm imp 
nJvel protefnico y esta es la causa mas Important del hombre en estos pafses. Esfos 
eircunstancias han llevado a la Wsqueda de nuevos commas paro consegu ir nuevas 
reserves de protemos, como ocurre en EE.UU. que es el principal exportador de 
femtllas oleaglnosas. En Europe Occidental el 80% de las protelnas de origen on| 
mal proceden de la Importaclon, siendo del orden del 90% en la Comunldad Ecoho 
mica Europea. En vista de estos dates, la Comision de Agriculture! del MereodoQo 
mun se muestra peslmlsta at respect© y espera que en 1980 eun segufra Imporfando 
el 90%. 

Por otra parte, el coste de los fertlHzcntes ha aumentado enornie 
mente en los ultimas clnco aflos, Incldlendo por conslguiente en el mayor coste de 
los alimentos y eh la restriccloh del sumlnlstro dietetlco de los parses mas subdesarro 
Ilados. 

Tamblen, el alto coste del proceso Haber para slntetlzor omonfaco, 
es consecuencfa de la sublda del petroleo, pues el hldrdgeno requerido en dicha sin 
tesls precede del gas natural o de los crudes y requiere edemas una gran ccntidad de 
energfa para su comblnaclcn, per cuyo rozon, el coste de los fertlllzantes nftroge 
nados esta fntfmamente relacionado con el coste de los combustibles. 

Podemos csegurar que para la producclon de protemos es nece 
sario conseguir ricos fertlllzantes nrtrogenados y que estos, qufmlca o microbial! 
gfcamente proceden del nltrogeno atmosferlco. Cereo del 25% del nltrogeno f ija 
do es emonfoco slntetixodo por el proceso Haber, e) rest 0/ que se estlma en 150 rm 
Hones de tonetadas metricos poMino, proceden de la Ffjocion microbiologic. El 
proceso de la f Ijacion def N £ , tmpllca el consume de una gran ccntidad deeier- 
gfa que es sumlnistreda por el metaboltsmo de los glucidos mediante el ATP. La 
molecule clove en la via de Rjaclon del Nj, es la nltrogenosa, que esta 
fbmwda por las hieno- sulfa - protelnas.. El rronsporte de electrones - 
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Hene lugar a troves do los das components de la nftrogenasa para Hegar a la complete 
reducclon del t^ y posterior conversion en glutamlna por reacclon con el 9 lu tomato y 
la glutamlnsltefasa de la ceJula, 

Todo el complejo sistema se puede resumlr en una reducclon del por 
transference electronlca median te los ctomos de Fe y Mo, 

Este me todo de aplicacfon electronlca a cultlvos de mlcroorganlsmos 
fijadores de (Azotobccter ), demuestra que es posfble actfvar el complejo mo can Is mo 
de la aslmllaclon del N^, constgulendo aumenfar en gran parte la blosfntesis de amlno- 
acldos y dfrlgfr su mefaboUsmo segun el t!po de onda suminlstrada y la frecuencia de la 
mlsma, 

Esta actlvaclon ttene lugar medlanfe los {ones de hlerro de las ferrodoxlnas, 
+2 +3 

puesto que el equlllbrlo de los iones Fe / Fe de los Ifquldos metabolfcas en los cul- 

+2 

tivos de Azotobccter , es alterado en el sentldo de aumentar la prop ore I on de Fe cuan_ 
do son sumlnistrados compos electrlcos. 

En mlcroorganlsmos que fifan no se conocen experlenclas en las que 
sean apllcadas ondas electrlcos para estudiar sus efectosj por Io que este me todo propor- 
ciona nuevos oamlnos para el estudlo de la fifacton del y para la sfntesls de protofnas 
y amlnoacldos que son altamente potenclados segun el Hpode onda electrlca, potenclal, 
Intensfdad y frecuencla de la mlsma. 

El rendlmfento de obtenclon de protelnas y amlnoacldos por mlcroorga- 
nismos que fljan N2 con este metodo electrontco puede ser aumentado al Ir estudlando 
todas las constantes electrlcos en los puntos en que Influyen mas favorablemente en la blo_ 
sfntesls de amlnoacldos, 

Utlllzando, unlcamente melazas de remolachas al 2% como sustrato y 
apHcando ondas cuadradas de 62 mA, 20 Hz y 7 V en fermentadores de 4 Htros de medio, 
es pas lb I e consegulr celulas de Azotobgcter vlnelandll (208 CECT) que conflenen un - 
56,3% de amlnoacldos, slendo desta cable por su Importancla en la oilmen taclon la pro_ 
porcion de metlonlna (6,57%), llslna (4,85%) y otros amlnoacldos esenclales, que por la 
acclon de las compos electrlcos apllcadas, fueron potenclados con relacfon a los fermen_ 
tadores testlgo, 13,41 veces mas en la concen tract on de metlonlna, 4,90 voces en la 
tlroslna, 1,92 en la alanlna y un 60% mas en el total de todos los amlnoacldos;. anallzo- 
dos. ^ 
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La supeificle de los electrodes sumergfda en el Ifqulao motaboHco era 
la correspondlente a un hHo de platlno de 5 cm de Iongltud y 0,~40 mm do dlametro. 

Cuando apllcabamos los compos electrlcos en un fermontador de 5 llfros 
de capacldad con 4 llfros de medio de cultlvo, Fnstalamos electrodos de platlno con una 
superficie sumerglda de 10 x 0, 5 cm. 

Las ondas electrlcos sumlnlstradas a los culHvos procedfon de un gene- 
rador modelo Exact de un rcngo de frocuenclas de 0 a 2 MHz, slendo las frecuenclas - 
5 Hz y 200 KHz de ondas slnuso! dales apllcodas en los cultlvos do Azotobacter, los pun- 
tas optimos en la activaclon del proceso reproductlvo de las celulas. 

La temperatura de todos los culHvos fue de 28*C durante todo el tlem- 
po de Incubaclon. Pasamos un caudal de aire ester!!, saturado de humedad, de 150 II- 
tros /horas a una preslon de 1 Kg/cm , cuando los culHvos fueron Incubados en un fer- 
mentador de 5 litres de capacldad con 4 llrros de medio de cultlvo y los ma traces de 250 
ml/ con 100 ml de medio se Incubaron en un Tncubador orbital (Controlled Environment 
Incubator Shaker N.B.S.) a 170 r.p.m. y 28*0. 

REIVINPlCACIONES 

Se relvlndlca como de nueva y propla Invenclon la propledad y explo 
cion exclusive de: 

1) "METODO DE OBTENCION DE PROTEINAS Y AMINQACIDOS t 
ESENCIALES PARA IA ALIMENTACJON, POR TRATAMIENTO ELECTRON ICO DE M[ 
CROORGANtSMOS FUADORES DE caiacterizado porque a un cultlvo de micro- 
organ Ismos fljadores de N 2 , se le apllca un oompo electrlco de ondas stnusoldales y - 
ondas cuadradas, cuyo ran go de frecuencfa osclla entre 0 y 2 MHz conslgulendoso un 
elevado aumento en el contenldo en peso de cos I todos los amlnoacldos del Ifqufdo me- 
tabolic©. 

2) Un roe todo, segun relvlndlca cl6n 1, y caracterizado por el empleo 
do nueve estirpes de Azotobacter como mlcroorganlsmo fljador de Nj« 

3) Un mi todo, segun relvlndlcaclones 1 y 2, y caracterizado porque el 
mlcroorganlsmo empleado es Azotobacter vine land! I 206 CECT y la composlcloa, del me- 
dio de cultlvo es (g/I) I^HPO^ 0,4; KKjPO^, 0,1; NajMoO^ 0,001; FeClgV^CXB 



y 2% de melazo de remolacha. 

4) Un metodo, segun relvtndlcaclone, ' 1 y 2, y caracterlzado porque el 
rmcroorganmno empleodo « Azotobccter vlnelondH 382 DSM y como foente de corbono 
«e emplea acldo benzolco at 1%. 

5) Un metodo, seeun reMndlcaclone, 1 y 2, y ca roc terlzado porque el 
mlcroor^anlsmo empleodo w Azotobccter vtnelondn 382 DSM y la foente de corbono es 
*acarosa al 1,5%. 

6) Un metodo, segfin relvlndicaclories I y 2, y carccterizado por el - 
empleo de Azotobccter vlnelcndn 382 DSM y ccetoto ,6dlco al 0,5% como fcente de . 
carbono • 

7) Un metodo, segun reivmdlcaclone* I y 2, y coracterizado por el - 
empleo de Azotobocter vlnelondH 382 DSM y etanol al 1%. 

8) Un metodo, serfn relvlndlcclone, 1,4,5,6 y 7, y comcterizodo - 
porque el cultlvo Hene una concentracfon de ICHPO de 0,64 g/l y de KH PO de - 
0,16 2 4 

9) Un metodo, »egun reivlndloacf one, 1 y 2, y coracterizado por el - 
empleode las sfgutenfes estltpes de AzsSshast&r. AsSlsba&SU&uaasassw; 203, 204, 
205 206 y 374 CECT; J& z atsfe oc tS r oqt(e 210 CECT y Azofobc^ ^, ^ f _ ,o, . 

10) Un metodo, segun reJvlndlcocion 1, y coracterizado porque lo fre- 
cuencia elect rico empleodo varfa de 5 Hz a 200 KHz. 

11) Un metodo, segun relvlndlcaclon 1, y carocterlzado porque la tem- 
perahira del cultlvo es de 288C. 

12) Un metodo, segOn relvlndrcocton 1, y carocterlzado porque el cam- 
po electrlco ,e opllca me dlante la Introduced de unos elechedo, de plahno en el lf- 
quldo metabollco. 

13) "METODO DE OBTENCION DE PROTEINAS Y AMINOACIDOS - 
ESENCIALES PARA IA ALIMEN1ACION, POR TRATAMIENTO ELECTRONIC© DE Ml 
CROORGAN ISMOS FUADORES DE N,", to. y comose describe en e. cuerpode « ta " 
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memorla y reMndicadonej que ccnsta do 7 paglnas escritas por una sola caro. 
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